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研究成果の概要：トロポミオシンやトロポニン複合体(TnC, TnI, TnT)の遺伝子操作により、お
のおの、シングルシステイン残基をもつ変異体を作り出して、そのシステイン残基それぞれに
蛍光色素をラベルして、蛍光測定を行うことにより、トロポミオシンートロポニン、トロポミ
オシンーアクチン、トロポニンートロポミオシンの相互作用について明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 筋収縮は細胞内カルシウム濃度により制
御されており、カルシウム受容タンパク質ト
ロポニンがトロポミオシンと協同してアク
チンとミオシンとの相互作用を制御してい
る。この制御メカニズムについては未だ明ら
かではない。アクチンやトロポミオシン、及
びトロポニン分子の球状領域であるコアド
メインの結晶構造は明らかになっているが、
これらタンパク質がどのようにアセンブル
しているかについては明らかではない。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 骨格筋の細いフィラメント上に結合して
分子スイッチとして機能しているトロポニ
ンートロポミオシンがカルシウム濃度変化
にどのように対応して構造変化を起こして
その情報をアクチンフィラメントに伝えて
いくのかを明らかにすることを主目的とす
る。その為に、トロポニンートロポミオシン
の動的構造解析を、蛍光測定法や示差走査熱
量測定等の物理化学的測定によって進めて
いく。 
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３．研究の方法 
 トロポニンートロポミオシンのアクチン
フィラメント上の構造変化を調べる蛍光測
定には、ラベルを特異的な部位（特定アミノ
酸残基）に導入する。この為に遺伝子操作に
より、タンパク質の特定部位にシングルシス
テイン残基をもつ変異トロポニンやトロポ
ミオシンを調製する。また蛍光測定では、蛍
光消光や蛍光エネルギー移動測定により、タ
ンパク質の動的構造や、タンパク質の特定部
位につけたラベル間の距離情報が得られ、こ
れら測定法により、構造と機能との関連を明
らかにしていく。 
 
 
４．研究成果 
 
トロポニンサブユニットである TnC, TnI, 
TnTの特定アミノ酸残基をシングルシステイ
ンに変え、それぞれに蛍光エネルギー供与体
を導入し、トロポミオシンの特定アミノ酸残
基をシングルシステインに変え、そのそれぞ
れに蛍光エネルギー受容体を導入し、アクチ
ンフィラメント上でのトロポニン上のラベ
ルとトロポミオシン上のラベル間の蛍光エ
ネルギー移動測定を行った。測定した蛍光エ
ネルギー移動効率の値にもっともよく合致
するトロポニンとトロポミオシンの配置を
計算でもとめることにより、トロポニンート
ロポミオシン複合体のアトミックモデルを
作った。下図はカルシウム存在下（筋肉収縮
活性化状態）でのトロポニンートロポミオシ
ン複合体のアトミックモデルを示す。 
 
 
また、このモデルはカルシウムが存在する時
と不在時（筋肉が弛緩状態）のトロポニンー
トロポミオシン複合体の構造変化を示すこ
とができた。下図にそれを示す。 
 
 
これは従来の蛍光エネルギー移動測定とは
違って、タンパク質高次構造解明の為の新し
い手法を提供するものである。 
 
この他、トロポミオシンの特定アミノ酸残基
に導入した蛍光色素が、アクチンフィラメン
トやトロポニンと相互作用することで、溶液
にたいしてのアクセシビリティがどのよう
に変わるかを蛍光消光の実験により調べ、筋
収縮制御メカニズムとして広く受入れられ
ているトロポミオシン分子のアクチンフィ
ラメント上での大きな位置変化を前提とし
た立体障害説とは矛盾する結果を得ている。
これらは、現在論文にまとめているところで
ある。 
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